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@ Rekombinantes DNA-Konstrukt 



) Rekombiniertes, neuronalspeziftsch aktiviertes, transkn- 
bierbares, lineares DNA-Konstrukt mit einem neuronalspezi- 
fischen DNA-Kontrollelement zur Transcriptionsinttiation ei- 
nes in 3'-Richtung stromabwarts befindlichen Strukturgens; 
einem transkribierbaren, eukaryotischen Struktur-On-kogen, 
das in 3'-Richtung stromabwarts zum neuronalspezifiscnen 
DNA-Kontrollelement eingefugt ist, und ggf. einem in 
3 -Richtung stromabwarts des Strukturgens eingefugten 
Konstrukt, bestehend aus einem transkribierbaren Reporter- 
gen, gekoppelt mit einem in S'-Richtung stromaufwarts 
eingefugten DNA Fragment, das fur eine interne Riboso- 
menbindungssteile (IRES) kodiert. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein rekombiniertes DNA-Kon- 
strukt und insbesondere ein neuronalspezifisch aktivicr- 
tes, transkribierbares DNA-Konstrukt, neuronale Zel- 
len, die ein solchcs Konstrukt enthalten sowie die Ver- 
wendung dieses Konstrukts und solcher Zellen zum Te- 
sten von Wirkstoffen. 

Die Herstellung eines rekombinierten, heterologen 
DNA-Fragrnents zur Einbringung in das Genom eines 
prokaryontischen und auch eukaryontischen Organis- 
mus unter Produktion von Transgenizitat ist bekannt. 

So beschreibt beispielsweise EP-OS 0 169 672 ein 
Verfahren zur Produktion eines transgenen, nichthuma- 
nen Saugetiers mit erh&hter Wahrscheiniichkeit der 
Entwicklung von Neoplasmen durch chromosomatische 
Einbringung einer aktivierten Onkogensequenz in das 
Genom eines nichthumanen Saugetiers. 

Die Erforschung von Nervenzellen war dcr Untersu- 
chung mit DNA-Rekombinationsverfahren und ande- 
ren molekuiargenetischen Verfahren bisher nur einge- 
schrankt zuganglich. So beschrankten sich die Untersu- 
chungen auf nur wenige Typen neuronaler Zellen, die 
kultiviert werden konnten. Biologische Effekte, die man 
an kultivierten Zellen beobachtet, sind jedoch zu relati- 
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chsn Umgebung entfernt wnrripn tmri 7. B. fiir Faktoren. 
die dort vom umliegenden Gewebe auf sie einwirken 
konnten, nicht mehr zuganglich sind. So mit besteht im- 
mer die Notwendigkeit, diese in vitro beobachteten Ef- 
fekte in vivo zu verifizieren. 

Das besondere Problem der Einbringung eines re- 
kombinanten, ein Strukturgen enthaltenden DNA-Frag- 
mentes in das Genom eines eukaryotischen Organismus 
zur Untersuchung seiner Wirkung auf Nervenzellen be- 
steht darin, daB die Expression des Proteinprodukts des 
Strukturgens moglichst spezifisch zu erfolgen hat, so 
daB hiervon nur Nervenzellen betroffen werden. Diese 
hochspezifische FControlle der Expression von DNA- 
Genprodukten in Nervenzellen war nach dem Stand der 
Technik bisher weder qualitativ noch quantitativ zufrie- 
denstellend. 

Ein weiteres Problem bei der Erforschung der Genex- 
pression in Nervenzellen besteht darin, daB die Mecha- 
nismen der Genexpression im Nervensystem besonders 
komplex sind, da dieses aus vielen Unterarten von ncu- 
ronalen Zellen besteht, die wahrend ihrer Entwicklung 
und ihrer Differenzierung komplizierte Wechselwirkun- 
gen eingehen. Man vermutet dabei, daB Anderungen 
der Expressionsrate einiger neuronaler Gene mit der 
Informationsverarbeitung und -speicherung des Ner- 
vensystems zusammenhangen. 

In neuronalen Zellen spielen die Ras-Proteine eine 
zentrale Rolle. Sie sind in der Lage Guanosintri- 
phosphat (GTP) zu binden. Gebundenes GTP kann 
dann durch GTPase-Aktivitaten zu Guanosindi- 
phosphat (GDP) und anorganischem Phosphat (Pi) hy- 
drolysiert werden. GDP kann im AnschluB durch einen 
Austauschfaktor vom Ras-Protein getrennt und wieder 
gegen GTP ausgetauscht werden. Durch die intrazellu- 
lare Feinabstimmung dcr GTPase-Aktivitaten und des 
Austauschfaktors wird das Verhaltnis von Ras/GTP zu 
Ras/GDP in der Zelie exakt reguliert. 

Ras/GTP kann als aktiviertes Ras im Gegensatz zu 



(neurotrophics Signal) weiterleiten, das Neuronen am 
Absterben hindert Dieses Uberlebenssignal wird von 
auBen an das Neuron durch neurotrophe Faktoren (z. B. 
NGF - Nerve Growth Faktor) herangetragen und 

5 uber Thyrosinkinase-Rezeptoren durch die Zellmenv 
bran ins Zellinnere von neuronalen Zellen weitergelei- 
tet. Hier stimuliert es den Austauschfaktor und crhoht 
damit der Ras/GTP-Anteil, wodurch das neurotrophe 
Signal weitcrgeleitct wird. 

!0 Insbesondere bei der Untersuchung des Einflusses 
von aktiviertem Ras-Protein auf Nervenzellen wurde 
nicht mit ras-DNA, sondern mit Ras-Protein gearbeitet, 
das von auBen nur in einen Bruchteil der Neuronen 
einzubringen war. Bisher war es nicht mdglich, eine Po- 

15 pulation von Neuronen zu erzeugen, die das aktive ras- 
Strukturgen homogen in ihrem Genom integriert haben 
und dieses konstitutiv exprimieren. 

Bei der Untersuchung der Wirkung von aktiviertem 
Ras-Protein auf verschiedene Zelltypen wurde ferner 

20 festgestellt, daB dieses zusammen mit anderen Indukto- 
ren viele nichtneuronale Zellen zur Transformation und 
damit zur unkontrollierten Proliferation anregen kann. 
Dies ware bei stabiler genomischer ras-DNA -Integra- 
tion fur das hcranwachsende Tier lethal, so daB die neu- 

25 ronale Spezifitat der Ras- Expression fur das Oberleben 
eines transgenen Ticrcs, wie vorstehend erwShnt. essen- 
tiell ist 

Da exprimierte Ras-Proteine, wie vorstehend ange- 
deutet, auch eine wichtige Rolle bei der Tumorentwick- 

30 lung spielen, wurde ihre Entstehung und insbesondere 
die sie exprimierenden ras-Gene intensiv untersucht So 
wurde beispielsweise gefunden, daB der Austausch einer 
einzigen Base in den ras-Genen von Harvey-(v-Ha-ras) 
und KJrsten (v-Ki-ras)-Sarcoma- Virus zu einem Amino- 

35 saureaustausch im vom ras-Gen exprimierten Ras-Pro- 
tein fuhrt (D.J.Capon eL al, Nature, Vol. 302, S. 33™ 37, 
(1983)> Die so mutierten Produkte fuhren schlieBlich 
zur Zelltransformation und damit zur unkontrollierten 
Proliferation dicser Zellen, wodurch sich die Tumorbil- 

40 dung manifestiert. 

Zur Erforschung der Expressionsspezifitat in Nerven- 
zellen wurde das das ubiquitare neuronale Protein Syn- 
apsin I kodierende Gen untersucht. Da regulatorische 
DNA-Sequenzen, die transkriptionale Kontrolle bewir- 

45 ken, oft in den S'-flaruaerenden Regionen von Genen 
gefunden werden, wurden unter Verwendung von klo- 
nierter Synapsin I-cDNA (M.W. Kiiimann und LJ. De- 
Gennaro, EMBO J, Vol 4, S. 1997 bis 2002 (1985)) 
5'-f lankierende Regionen der Synapsin I-Gene von Rat- 

50 te und Mensch isoliert, deren Nukleotidsequenzen be- 
stimmt, diese einer Restriktionsanalyse unterzogen und 
so der Ort des Transkriptionsstarts kartiert Der so von 
A. Sauerwald et al gefundene Synapsin I-Promotor (A. 
Sauerwald et al, J. BioL Chem., Vol. 265, Nr. 25, S. 

55 14932-14937 (1990)) ermOglicht eine rein neuronale 
Expression, die samtliche anderen, verschiedenen Zell- 
typen eines Saugetieres ausschlieBt 

Es ist aus dem Stand der Technik bekannt, die Expres- 
sionsrate bzw. den Expressionsort von durch rekombi- 

60 nante Gene exprimierten Proteinen durch Kopplung 
des rekombinanten DNA-Fragmentes mit einem Re- 
portergen zu bestimmen. Dabei wird das rekombinante 
DNA-Fragment mit dem Reportergen so kombiniert, 
daB dessen Produkt zusammen mit dem Produkt des 
-I r ^ r --:v :V>* v r k n rn h i n ::\ n T c r ■ f)N'A Fr a m c n t e k ■ ■■ 
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lung von zu untersuchendem Prote.n und dem Protein vom "J^XJSfte ^T^Ltt^ 
des^eportergens sichtbar mach, ^spieUr^taB SiefiSSSeuroSMen exprimiert werden. Per- 
sich das fur das prokaryontische Enzym B-Galaktosida scni.eD icn , acZ _ Gen kod icrte 0-Galaktosidase 

se kodierende Iac2-Gen aus E.col. m.i einem je r nach ^ n ^kung der TrES koexprimiert. so dafl durch 

synthetisches Farbstoffvorlaufermolekul (X-Gal) an, so bictet also den Vorteil, die Wir- 

wird dieses zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. uiese io ^ • lV»i;»Ki^n Pr^t^m« cnif Nervenzellen zu un- 

Blaufarbung zeigt also gleichzcitig die Expression des Jung ernes bel. eb.ge Pro ^ 

mi, der p-Galaktosidase gekoppelten, ™ umemchen- en, ^ hen Da *e Express durchgefuhrt wird , Lst es 

den Proteinprodukts des auf dem rekomb nanten DNA spcz .sen nur * Neuronen zu erzeugen , 

F rfMBO ? tf 2° No iSSSS Du c A h £Sxl « ^omogen in iJrem Genom das aktive ras-Struktu, 

^S^^^^ wr^^r nach dem stand der Techn,k 

^ITdes TMech^nismus und der Beeinflussung neuro- Protein, hs er^t^Wu 

degenerativer Erkrankungen helf cn konnte. l P i n t" • "' „ oWrin-VrilnXustausch bedingt. Dies hat 

is ist daher Aufgabe der Erfindung ein neuronalspe- eben : emen Glyan Va mA« des Proteins in 

zifisch aktiviertes DNA-Konstrukt mit transknb.erba- zur Foge daB J eingefroren wird, 

rer Sequenz eines Strukturonkogens zur E.nbringung in 30 ^^^^^S^eAar ist und so perma- 

das Genom eines nichthumanen Saugetieres zur Verfu- ^^^^pS&Lw-nw von der Akti- 

gungzustellen. vierung des Austauschfaktors weitergeleitet wird. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe mit einem vierung oes m a£J den Vorteil , daB neu ro- 

DNA-Konstrukt gelost, das eu. neurona spezifisches n ^%^™ U ^ m MUTOivophf: Faktoren ihr 
DNA-Kontrollelemem zur "^P^J^ * ^Se^lfbel^^ weiirfBten. «mt von 

nes in 3'-Richtung stromabwarts befindlichen Struktur- "^ e ™* n unabh angig sind , wenn in ihnen aktives 

gens, ein transkribierbares, eukaryot.sches Struktur- ^"^^S^W Hiesen Populationen fin- 

Onkogen, das in 3'-Richtung stromabwarts ; zurn neu o- ^^"^S™^ ontogenetischen Zeitrau- 

siTO^s^ - Phj£3stf«sr neurotrophen Faktoren 

gens^ngefugtes Konstrukt, bestehend aus einem wnj ^^S^tS Onkogene verwandt wer- 

kribierbaren Reportergen. gekoppel rn.t e.nem m ™^ p *™ ine eine Rolle in neuro nalen Zellen 

5'-Richtung stromaufwarts emgefugten DN^Frag- ^, ^£0^ sind dies andere ras-Onkogene, 

ment, das fur eine interne Ribosomenbindungsstelle ^ el ^ r ^ s °™ras in alien ihren Varianten sowie 

(IRES)kodiert,aufweisL 43 Naras m seinen von der Val 12-Variante abweichenden 

.pK££^ VSSS^- -* — Abwe.cnung im 50. 

bezeichnet) als hochspczifisches Werkzeug wr rein TYgett Konstruktes in das Genom 

neuronalen Expression eines unter seiner Kon trol e : ste- J™S^* Eizelle des wer denden Tieres ist ge- 

henden, in 3'-Richtung stromabwarts befindbchen 50 de^befrucl htete n t « a „ er Popula . 

DNA-Strukturgens, «5, ru ktur«n des tionen sowohl des zentralen, als auch des periphery 

das komplette, genomische v-Ha-ras Su uk turge n des ^ on des erwachsen en Tieres das Konstrukt 

Menschen (nachstehend m.t "ras" bezeichnet) m 3 -R.ch- d e rimiert wird , da es an die Genome 

5'-Richtung stromaufwarts ein Gen fur die interne Ribo- ^^XTr Vorteil besteht darin, daB die beobachte- 

somenbindungssteUe (IRES) vorgeschaltet ist. auf. te „ Ste durch das E.nbringen in das Genom eines 

Esversteht sich, daB unter den erf.ndungsgemaB vcr- eo ^"™^* U ^uSieres in vivo verifiziert werden 

wandtcn Begriffen Promotor, Kontrollelement, Struk- ™^^"™ B ^S^ e S e halten wer den, die fur «- 

tur-Onkogen, * h ft^^ ^Z^Llnt^us gU.tig sind, wodurch die 

Figment sowohl die vollstandigen Sequenzen, wie sic n ... » s . t , ]]m1g rfct cr fj n d.,n K s ? cmaBer. DNA-Fragmcnts 
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mSglich ist, die Expression von Ras-Protein sowohl vom 
Ort als auch von ihrer Starke abzuschatzen, in dem man 
sie mit der Signalintensitat der durch das Reportermole- 
kul ausgelosten Farbreaktion korreliert Hierdurch wird 
wesentlich die Auswahl einer bestimmten transgenen 5 
Linie oder bestimmter neuronaler Strukturen mit er- 
hohter Oberlebensfahigkeit, die man auf Ras-Effekte 
hin untersuchen will, erleichtert. 

Die Erfindung wird durch die folgende eingehende 
Beschreibung mit Bezug auf die folgenden Figuren 10 
deutlicher. 

Fig. 1 zeigt schematisch die Klonierungsstrategie zur 
Herstellung des erfindungsgemaBen DNA-Konstrukts. 

Fig. 2 zeigt maBstabgerecht den Anteil der DNA-Ele- 
mente am Gesamthaushalt einschlieBlich einer Ein- 15 
gangssequenz von 2,9 kpb. Die Eingangssequenz ist oh- 
ne Bedeutung fur die Aktivitat und Spezifitat des Pro- 
motors an sich, kann aber einen EinfluB auf das AusmaB 
der Aktivitat haben. 

Fig. 3 zeigt die DNA-Sequenz des erfindungsgema- 20 
Ben DNA-Konstrukts. 

Nach einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird nun 
das Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemaBen 
DNA-Fragrnentes mit Bezug auf Fig. 1 beschrieben, 

Zur Herstellung wurden ftinf verschiedene Vektoren 2 5 
beiiuizL: 

1. pBluescript SK" mit der Insertion des Synapsin 
1-Promotors der Ratte in 5'-3'-Richtung zwischen 
den Sail- und BamHI -Stellen (ohne Synapsin- 30 
Startkodon) « SK~-syp (Dr. M. W. Kilimann, Inst 
f. Physiol. Chemie, Ruhr-Universitat Bochum, 
Deutschland). 

2. pBluescript SK~ mit der Insertion des komplet- 
ten genomischen v-Ha-ras-Strukturgens des Men- 35 
schen in der BamHI -Stelle - SK~-ras (R. Jaggi, 
Inselspital Bern, Schweiz). 

3. pBluescript SK + = SK+. 

4. pBR322 (Fa. Stratagene, Heidelberg). 

5. pi 726, das das IRES des Enzephalomyokarditis- 40 
virus und das hierzu richtig orientierte kompiette 
lacZ-Strukturgen von E.coli enthalt (J. Majors, 
Washington Univ. School of Medicine, St Louts, 
Miss. USA). 

45 

Zur Erzeugung des in Fig. 1 gezeigten Vektors 6 wur- 
de der SK"~ -synp-Vektor mit der Restriktionsendonu- 
klease BamHI geschnitten und damit das Ende des Syn- 
apsinpromotors im 5'-nichttranslatierten Bereich geoff- 
net Der SK~-ras- Vektor 2 wurde ebenfalls mit BamHI 50 
geschnitten, wodurch das ras-Strukturgen von dem mit 
ihm verbundenen Vektor SK bcfrcit wurde. 

Das ras-Strukturgen wurde mit dem geoffneten SK 
synp-Vektor ligiert und die korrekte Orientierung des 
Strukturgens durch Sequenzierung des Oberganges 55 
Promotor/Strukturgen verifiziert, wodurch sich Vektor 
SK~-synp~ras 6 ergab. AnschlieBend wurde Vektor 6 
mit der Restriktionsendonuklease NotI verdaut, wo- 
durch die meisten genomischen ras-Sequenzen in 
3'-Richtung stromabwarts des Stoppkodons einschlieB- eo 
lich der Polyadenylierungsstelle entfernt wurden. Der 
gc6ffnctc Vektor (6) war somit bereit zur Aufnahme des 
IRES/lacZ-Fragments, dessen Enden zu den durch NotI 
jicnerierten Schnittstcllen kohasiv sein muBten. Die ent- 
, 1 VI.,, . i - • ■ ■ \ ■ ■ ! r 
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(6) wurde folgende Klonierungsstrategie anguwandt: 

Das DNA-Plasmid pi 726 5, das das IRES/IacZ- Frag- 
ment innerhaib zweier xbal-Sehnittstelle eingefiigt be- 
saB, wurde mit der Restriktionsendonuklease Xbal ge- 
schnitten, wodurch das IRES/lacZ-Fragment von mit 
ihm verbundenen Plasmidsequenzen befreit wurde. Das 
DNA-Plasmid pBluescriptSK* 1 " wurde mit Xbal ge&ff- 
net und mit dem IRES/lacZ-Fragment ligiert Die kor- 
rekte Orientierung von IRES in Nachbarschaft zu der 
bereits vorhandenen Xmalll-Schnittstelle wurde durch 
eine Restriktionsanalyse verifiziert Urn auf der anderen 
Seite des IRES/lacZ-Fragments eine weitere xmalll- 
Schnittstelle zu erhalten, wurde das DNA-Plasmid 
pBR322 (Vektor 4 in Fig. 1) einem NruI/BamHI-Dop- 
pelverdau unterzogen und das entstandene, eine Xmal- 
Schnittstelle enthaltende Fragment zwischen die Plas- 
midschnittstellen Smal und BamHI unter Erzeugung 
des Vektors 3 einligiert Durch einen Xmalll-Verdau 
lieB sich auf diese Weise das IRES/lacZ-Fragment zu- 
riickgewinnen. Es wurde in den geoffneten Vektor 6 
unter Erzeugung des in Fig. 1 gezeigten Vektors 7 ein- 
gefiigt, und die korrekte Orientierung von IRES in 
Nachbarschaft des ras-Strukturgens wurde durch eine 
Restriktionsanalyse verifiziert Um die fOr die Injektion 
in Zygoten geeignete DNA zu erhalten, muBten vorher 
alle Vpktnrsequenzen entfernt werden. Dies lieB sich 
durch einen Verdau von Vektor 7 mit Xhol erreichen, 
durch den man das gebrauchsfertige Iinearisierte DNA- 
Konstrukt erhielt, das in Fig. 2 komplett und in Fig* 3 in 
seien wesentlichen Bestandteilen dargestellt ist. 

Die Einbringung dieses DNA-Fragrnentes in das Ge- 
nom eines nicht humanen Tieres geschah mit dem Fach- 
mann bekannten Techniken. 

Die Herstellung erfolgte nach Standardtechniken, wie 
sie im einzelnen von Brigid Hogan, Frank Costantini 
und Eiizabath Lacy in dem Laborhandbuch "Manipula- 
ting the Mouse Embryo", Cold Spring Harbor Laborato- 
ry, 1986, beschrieben werden: 

— hormonelle Stimulation der Oozy ten- Donor en 
zwecks Super- und Zwangsovulation; 

— Bcfruchtung der Oozyten durch Zusammenset- 
zen der Donoren mit Bocken; 

— Entnahrne der Zygoten nach Totung der Dono- 
ren; 

— Injektion der DNA-USsung in einen der betden 
Vorkerne einer Zygote; 

— Zusammensetzen der Zygoten-Rezipienten mit 
vasektomierten Bocken zur Identifikation emp- 
fangnisbereiter Tiere; 

— Transfer der injizierten Zygoten in die Ampulla 
bctaubter empfangnisbereiter Rezipienten; 

— Zucht und Identifikation transgener Nachkom- 
men. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung 
wird das erfmdungsgemaBe DNA-Konstrukt in einem 
Test-Verfahren zur Bestimmung neuronaler Schadi- 
gung verwendet GemaB diesem Verfahren wird ein 
Saugetier, etwa eine Maus oder eine Ratte, in dessen 
Genom das erfindungsgemaBe DNA-Fragment einge- 
bracht wurde, der Wirkung einer Substanz mit Verdacht 
auf neuronenschadigende Wirkung ausgesetzt Das 
AusmaB der Schadigung bzw. Zerstorung der neurona- 
- '/.■Mt'^ : ' HifKom v.— - ;; -v.,..; 0 - w ; r( -j rr : ? c | ern 7ustanr! 
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auf ncuronenschadigende Wirkung spezifisch und in viel 
kleinerenMengenalsbisherprufenzukonnea 

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung 
wird die Herstellung neuronaler Zcllkulturen ermog- 
licht deren Zellen das erfindungsgemaBe DNA-Frag- 
meni homogen enthalten. Es 1st ein Vorteil dieses Ver- 
fahrens mil dieser Zellkulturen die spezifische Wirkung 
des erfindungsgemaBen Strukturgens auf neuronale 
Zellen zu untersuchen. So kdnnen Versuche in vitro 
durchgefuhrt werden, die im Versuchstier nicht mogl.cn 
waren oder durch die das Versuchstier unerwiinschten 
Beeintrachtigungen ausgesetzt ware. 
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1 Rekombiniertes, neuronalspezifisch aktiviertes, 
transkribierbares, lineares DNA-Komrukt, ge- 
kennzeichnet durch: 

ein neuronalspezifisches DNA-Kontrollelement 
zur Transcriptionsinitiation eines in 3'-Richtung 20 
stromabwarts befindlichcn Strukturgens; 
cin transkribierbares, eurokaryotisches Struktur- 
Onkogen, das in 3'-Richtung stromabwarts zum 
neuronaispezifischen DNA-Kontrollelement ein- 
crpfiitrt ist. und 

ggf ein in 3'-Richtung stromabwarts des Struktur- 
gens eingefugtes Konstrukt, bestehend aus cmcii 
transkribierbaren Reportergen, gekoppelt mit ei- 
nem in 5'-Richtung stromaufwarts eingefugten 
DNA-Fragment, das fur eome omtereme Riboso- 
menbindungsstelle (IRES) kodiert 
2. DNA-Konstrukt nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das neuronalspezifische DNA- 
Kontrollelement ein Synapsin I-Promotor, insbe- 
sondere der Ratte ist. 

3 DNA-Konstrukt nach Anspruch t oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Struktur-Onkogen 
ein ras-Onkogen ist 

4 DNA-Konstrukt nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Struktur-Onkogen das kom- 
plette, genomische v-Ha-ras-Strukturgen des Men- 

schen ist u . 

5. DNA-Konstrukt nach einem der AnsprUche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, daB das Reportergen 
fur p-Galactosidase kodiert 

6 DNA-Konstrukt nach einem der AnsprUche 1 bis 

5 dadurch gekennzeichnet daB zur Herstellung des 
DNA-Konstrukts Plasmide venvendet werden, 
ausgewahlt aus pBluescriptSK", pBluescnptSK , 
P BR322undpl726. 

7 DNA-Konstrukt nach einem der Ansprucne 1 bis 

6, dadurch gekennzeichnet daB es in Zygoten em- 
gebracht wird. . 

8 DNA-Konstrukt nach einem der Ansprucne l bis 

6, dadurch gekennzeichnet, daB es in somatische 55 
Zellen eingebracht wird. 

9 DNA-Konstrukt nach einem der AnsprUche 1 bis 
8* dadurch gekennzeichnet, daB das vom Struktur- 
Onkogen kodierte aktive Protein im Genom des 
transgencn, nichthumanen Saugetiers konstitutiv 60 
exprimiert wird. 

10 DNA-Konstrukt nach einem der Ansprucne 1 
bis 9. dadurch gekennzeichnet daB das Produkt des 



35 



40 



45 



50 



sion des Proteinproduktes des Reportergens Ex- 
pressionseigenschaften des Struktur-Onkogens 
Qberpriift werden konnen. 

12 Neuronale Zelle, dadurch gekennzeichnet, datf 
sie das DNA-Konstrukt nach einem der Ansprucne 
1 bis 11 enthalt . 
13. Verwendung des DNA-Konstrukts nach einem 
der Ansprucne 1 bis 11 oder der Zelle nach An- 
spruch 12 zum Testen von Wirkstoffen auf neuro- 
nalspezifische Aktivitat. 

Hierzu 10 Seite(n) Zeichnungen 



s 9. dutlurcn gekcnn/eiuuK-i. ua 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEJTfc 1 



Nummer: 
Int. CI. G : 

Offenlegungstag: 



DE4> b a b j.1 
C12N 5 6! 

2. Februar 191)5 




2EICHNUNGEN SEITE 2 



Nurnmer. 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag; 



DE 43 25 699 At 
C12N 15/62 

2. Februar 1995 



synp 



lineares Konstruict :u injelcrion 



ras IRES/lacZ 9 



9 top 

! 



1 



2,9 kbp Eingangs- 
sequenzder 5 '-flan- 

kierenden Region 
des Synapsin I Gens 



1602 



3335 



6995 bp 
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Fig. 2 
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ZEiCHNUNGEN Sfcl t 3 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 43 25 699 A1 
C12N 15/62 

2, Februar1995 



Figur 3 

1 ACCATCACCA AGGCAATTCT CATTTAAAAA AAAAACATTT AATTGGGGGC TTTCTTACAG 

TGGTAGTGGT TCCGTTAAGA GTAAATTTTT TTTTTGTAAA TTAACCCCCG AAAGAATGTC 

Synapsin - Promoter > 

61 TTTCAGAGAT GAGTCACTTA GCACCATGAT GGAGAATATG GTGGC AGACA CTGGCTTGAT 

AAAGTCTCTA CTCAGTGAAT CGTGGTACTA CCTCTTATAC CACCGTCTGT GACCGAACTA 



121 GCTGGAGACA TAGCTGAGAG CTGCATGCTG ATCCACAGGC AACACAGACA GACAGACAGA 
CGACCTCTGT ATCGACTCTC GACGTACGAC TAGGTGTCCG TTGTGTCTGT CTGTCTGTCT 



181 CAGACAGACA GACAGACTGA CTGACTAACT GACTGACTCT GGGCTTGGCG TGGGTTTTTG 
GTCTGTCTGT CTGTCTGACT GACTGATTGA CTGACTGAGA CCCGAACCGC ACCCAAAAAC 



241 AACCCCCAAA GCCCACCCCA TAGACATGCT TCCTCCAACA AGGTCACATA TCCTAATCCT 
TTGGGGGTTT CGGGTGGGGT ATCTGTACGA AGGAGGTTGT TCCAGTGTAT AGGATTAGGA 



3 01 TTTAATCATT CCCAACAGTG CCACTCCCTT GTGACTAAGC ATT C AAAT AT ATGAACCTTC 
AAAtTAgTAa GGGXTGTCAC GGTGAGGGaA CACTGaTTCG TAAGtTTATA TACTTGGaAG 



3 61 TTATTCAGAC CACCAAAATT ACATTATTCT TTCATATATA TGTATTAACT GGCCTCCTGT 
AATAAGTCTG GTGGTTTTAA TGTAATAAGA AAGTATATAT ACATAATTGA CCGGAGGACA 



421 CTGCAAAGTT CTTATACACG GAGGGAGACA TCTATGAACA CTGATTACAC TGGGTTTTGG 
GACGTTTCAA GAATATGTGC CTCCCTCTGT AGATACTTGT GACTAATGTG ACCCAAAACC 



481 CTACGTCCAG AGCAGAGGAA TGAGGGCATG TAGACTAAAT ATGTTCGTGT GGAAGAGGCT 
GATGCAGGTC TCGTCTCCTT ACTCCCGTAC ATCTGATTTA TACAAGCACA CCTTCTCCGA 



541 GAATACACAT CAGAGTTACT GCTGCAGGAA ATGCTTCTGC ATTGCATACC CAGAGTTTCC 
CTTATGTGTA GTCTCAATGA CGACGTCCTT TACGAAGACG TAACGTATGG GTCTCAAAGG 



601 TTGCTCATCT GAGAGCATGT GTTTTTTCCA GATGTGTGTA CTTGTGTGAG ATTCTCTGGG 
AACGAGTAGA CTCTCGTACA CAAAAAAGGT CTACACACAT GAACACACTC TAAGAGACCC 



661 TGTGTGTCAA TGTGTTGCCT GAACGTGCAT TGCTCAATAT GCTCATGTGT GTTACCCTGG 
ACACACAGTT ACACAACGGA CTTGCACGTA ACGAGTTATA CGAGTACACA CAATGGGACC 



721 GCTTGTACAT CTACATATAT ACCTGGATGC CCGTGTGTTC TGTGATGTAC ATATACCCTG 
CGAACATGTA GAT GT AT AT A TGGACCTACG GGCACACAAG ACACTACATG TATATGGGAC 



781 TGTCATTCCT TGTTTTTCTA TTTGTGTTAT TCCATGTGTT CCTTCAGGCT CTCACTACCC 
ACAGTAAGGA ACAAAAAGAT AAACACAATA AGGTACACAA GGAAGTCCGA GAGTGATGGG 



841 AAGTGTCCAC CTCCGCCTGT CTGGTGATGT TTACGCTACC CCGTGCTCTT TTCTTTGCCT 
TTCACAGGTG GAGGCGGACA GACCACTACA AATGCGATGG GGCACGAGAA AAGAAACGGA 



4UtJ UbD/3Jb 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE43 !6 6 * .1 
C 12 N 15 62 

2.Februarl995 



Figur 3 

9 61 TTATGTTCCC CTCCGAGTAT GCTTCTATCC 
AATACAAGGG GAGGCTCATA CGAAGATAGG 

1021 TGAAAATCAA CACTGGAAAC ACAAGTATCT 
ACTTTTAGTT GTGACCTTTG TGTTCATAGA 



1081 GATTTAGGAG GAGGCTGAAA AACAGAGTAG 
CTAAATCCTC CTCCGACTTT TTGTCTCATC 



1141 CAAGAACCCC CACTCCCACT CCCCAAATTG 
GTTCTTGGGG GTGAGGGTGA GGGGTTTAAC 



1201 GAAGAGGATG CAGCGCGGCG CGGCGCGTGC 
CTTCTCCTAC GTCGCGCCGC GCCGCGCACG 



1261 CCTTCGCCCC CGCTGCCGGC GCGCGCCACC 
GGAAGCGGGG GCGACGGCCG CGCGCGGTGG 



1321 CACTCTCCAG CCCTCCCCAA ACTCCCCTAC 
GTGAGAGGTC GGGAGGGGTT TGAGGGGATG 



1381 TGAGTCCAGT CGGGCCGCAC CACAAGAGGT 
ACTCAGGTCA GCCCGGCGTG GTGTTCTCCA 



14 41 CGCTCTGCGG CGGCAGAGCC TCAGCGCTGC 
GCGAGACGCC GCCGTCTCGG AGTCGCGACG 



1501 CGTCGTGCCA GAGAGCGCCG CCGTGCTCCT 
GCAGCACGGT CTCTCGCGGC GGCACGAGGA 



1561 CCGACCCACT GCCCCTTGGA TCCGGGGCCG 
GGCTGGGTGA CGGGGAACCT AGGCCCCGGC 



16 21 TGGTGGTGGG CGCCGTCGGT GTGGG CAAGA 
ACCACCACCC GCGGCAGCCA CACCCGTTCT 

1681 ATTTTGTGGA CGAATACGAC CCCACTATAG 
TAAAACACCT GCTTATGCTG GGGTGATATC 



1741 AGCAGCTGCT GCGGGCGAGC CCAGGACACA 
TCGTCGACGA CGCCCGCTCG GGTCCTGTGT 



18 01 CCCCTGCATG GTG CTGTGGC CCTGTCTCCT 
GGGGACGTAC CACGACACCG GGACAGAGGA 



CGACCCTCAA CCCCAAAATG CCTTCAGAGG 
GCTGGGAGTT GGGGTTTTAC GGAAGTCTCC 



GGGAAGGGTA ACAATGCAAG TTAGCCTGAG 
CCCTTCCCAT TGTTACGTTC AATCGGACTC 



GAGCCTTACT ACGGGTCCAG ACCCTACGGA 
CTCGGAATGA TGCCCAGGTC TGGGATGCCT 



CGCATTCCCT CCCCCATCAG AGGGGGAGGG 
GCGTAAGGGA GGGGGTAGTC TCCCCCTCCC 



GCACTGTCGG ATTTAGTACC GCGGACAGAG 
CGTGACAGCC TAAATCATGG CGCCTGTCTC 



ACCTCCCCAG CACCAAAGGC GGGCTGACGT 
TGGAGGGGTC GTGGTTTUCG (JU^ACtGCA 



CTCACCGCCT TGGTCGCGTC CGTGCAGCGG 
GAGTGGCGGA ACCAGCGCAG GCACGTCGCC 



GCAAGATAGG GGGGTGCAGG CGCGACCATA 
CGTTCTATCC CCCCACGTCC GCG CTGGTAT 



CTCAGTCTGC AGCGGGCAGC AGAGGAGTCG 
GAGTCAGACG TCGCCCGTCG TCTCCTCAGC 



GAGCCCCTTG CGCTCCGCCC CCGCGGCCCA 
CTCGGGGAAC GCGAGGCGGG GGCGCCGGGT 



CATGAGGAGC GATGACGGAA TATAAGCTGG 
GTACTCCTCG CTACTGCCTT AT ATT CG AC C 
ras - Strukturgen — 

GTGCGCTGAC CATCCAGCTG ATCCAGAACC 
CACGCGACTG GTAGGTCGAC TAGGTCTTGG 



AGGTGAGCCT GGCGCCACCG TCCAGGTGCC 
TCCACTCGGA CCGCGGTGGC AGGTCCACGG 



GCCAGGATAG GGCTGGCTGC AGCCCCTGGT 
CGGTCCTATC CCGACCGACG TCGGGGACCA 



GCTTCCTCTA GAGGAGGGGA GTCCCTCGTC 
CGAAGGAGAT CTCCTCCCCT CAGGGAGCAG 



408 065 



ZEICHNUNGEN SEfTE 5 Kurn ii-r: DE 43 ZB 699 A1 

Int. CI. 6 : C 12 N 15/62 

Offenlegungstag: 2. Februar1995 

Figur 3 

1921 TGTGTGAACT CCCCCCACGG AAGGTCCTGA GGGGGTCCCT GAGCCCTGTC CTCCTGCAGG 

ACACACTTGA GGGGGGTGCC TTCCAGGACT CCCCCAGGGA CTCGGGACAG GAGGACGTCC 

19 81 ATTCCTACCG GAAGCAGGTG GTCATTGATG GGGAGACGTG CCTGTTGGAC ATCCTGGATA 
TAAGGATGGC CTTCGTCCAC CAGTAACTAC CCCTCTGCAC GGACAACCTG TAGGACCTAT 

2 041 CCGCCGGCCA GGAGGAGTAC AGCGCCATGC GGGACCAGTA CATGCGCACC GGGGAGGGCT 
GGCGGCCGGT CCTCCTCATG TCGCGGTACG CCCTGGTCAT GTACGCGTGG CCCCTCCCGA 

2101 TCCTGTGTGT GTTTGCCATC AACAACACCA AGTCTTTTGA GGACATCCAC CAGTACAGGT 
AGGACACACA CAAACGGTAG TTGTTGTGGT TCAGAAAACT CCTGTAGGTG GTCATGTCCA 

2161 GAACCCCGTG AGGCTGGCCC GGGAGCCCAC GCCGCACAGG TGGGGCCAGG CCGGCTGCGT 
CTTGGGGCAC TCCGACCGGG CCCTCGGGTG CGGCGTGTCC ACCCCGGTCC GGCCGACGCA 

22 21 CCAGGCAGGG GCCTCCTGTC CTCTCTGCGC ATGTCCTGGA TGCCGCTGCG CCTGCAGCCC 
GGTCCGTCCC CGGAGGACAG GAGAGACGCG TACAGGACCT ACGGCGACGC GGACGTCGGG 

2 281 CCGTAGCCAG CTCTCGCTTT CCACCTCTCA GGGAGCAGAT CAAACGGGTG AAGGACTCGG 
GGCATCGGTC GAGAGCGAAA GGTGGAGAGT CCCTCGTCTA GTTTGCCCAC TTCCTGAGCC 

2 3 41 ATGACGTGCC CATGGTGCTG GTGGGGAACA AGTGTGACCT GGCTGCACGC ACTGTGGAAT 
TACTGCACGG GTACCACGAC CACCCCTTGT T C AC ACT GG A CCGACGTGCG TGACACCTTA 

2 401 CTCGGCAGGC TCAGGACCTC GCCCGAAGCT ACGGCATCCC CTACATCGAG ACCTCGGCCA 
GAGCCGTCCG AGTCCTGGAG CGGGCTTCGA TGCCGTAGGG GATGTAGCTC TGGAGCCGGT 

2 461 AGACCCGGCA GGTGAGGCAG CTCTCCACCC CACAGCTAGC CAGGGACCCG CCCCGCCCCG 
TCTGGGCCGT CCACTCCGTC GAGAGGTGGG GTGTCGATCG GTCCCTGGGC GGGGCGGGGC 

2521 CCCCAGCCAG GGAGCAGCAC TCACTGACCC TCTCCCTTGA CACAGGGCAG CCGCTCTGGC 
GGGGTCGGTC CCTCGTCGTG AGTGACTGGG AGAGGGAACT GTGTCCCGTC GGCGAGACCG 

2 581 TCTAGCTCCA GCTCCGGGAC CCTCTGGGAC CCCCCGGGAC CCATGTGACC CAGCGGCCCC 
AGATCGAGGT CGAGGCCCTG GGAGACCCTG GGGGGCCCTG GGTACACTGG GTCGCCGGGG 

2 641 TCGCGCTGTA AGTCTCCCGG GACGGCAGGG CAGTGAGGGA GGCGAGGGCC GGGGTCTGGG 
AGCG CG AC AT TCAGAGGGCC CTGCCGTCCC GTCACTCCCT CCGCTCCCGG CCCCAGACCC 

2701 CTCACGCCCT GCAGTCCTGG GCCGACACAG CTCCGGGGAA GGCGGAGGTC CTTGGGGAGA 
GAGTGCGGGA CGTCAGGACC CGGCTGTGTC GAGGCCCCTT CCGCCTCCAG GAACCCCTCT 

27 61 GCTGCCCTGA GCCAGGCCGG AGCGGTGACC CTGGGGCCCG GCCCCTCTTG TCCCCAGAGT 
CGACGGGACT CGGTCCGGCC TCGCCACTGG GACCCCGGGC CGGGGAGAAC AGGGGTCTCA 



4U5 LKjOT^ 



ZE1CHNUNGEN 31 IT. 



Nummer. 
Int. CI. 6 : 

Oftenlegungstag: 



DE 43 25 699 A1 
C12IU 16/62 

2. Februar1995 



2381 CTGAGTCGAG AGCTGGGTGC^AGGGTGGTCA AACCCTGGCC AGACCTGGAG TTCAGGAGGG 
GACTCAGCTC TCGACCCACG TCCCACCAGT TTGGGACCGG TCTGGACCTC AAGTCCTCCC 

2 941 CCCCGGGCCA CCCTGACCTT TGAGGGGCTG CTGTAGCATG ATGCGGGTGG CCCTGGGCAC 

GGGGCCCGGT GGGACTGGAA ACTCCCCGAC GACATCGTAC TACGCCCACC GGGACCCGTG 

3 001 TTCGAGATGG CCAGAGTCCA GCTTCCCGTG TGTGTGGTGG GCCTGGGGAA GTGGCTGGTG 

AAGCTCTACC GGTCTCAGGT CGAAGGGCAC ACACACCACC CGGACCCCTT CACCGACCAC 

3 061 GAGTCGGGAG CTTCGGGCCA GGCAAGGCTT GATCCCACAG CAGGGAGCCC CTCACCCAGG 
CTCAGCCCTC GAAGCCCGGT CCGTTCCGAA CTAGGGTGTC GTCCCTCGGG GAGTGGGTCC 

3121 CAGGCGGCCA CAGGCCGGTC CCTCCTGATC CCATCCCTCC TTTCCCAGGG AGTGGAGGAT 
GTCCGCCGGT GTCCGGCCAG GGAGGACTAG GGTAGGGAGG AAAGGGTCCC TCACCTCCTA 

f-OTTffr.Tr.cr. TG&GlTnrnG CAGCACAAGC TGCGGAAGCT GAACCCTCCT 
JJ -°' L cGGAAGATGT arllcclcGC ACTCTAGGCC GTCGTGTTCG ACGCCTTCGA CTTGGGAGGA 

3241 GATGAGAGTG GCCCCGGCTG CATGAGCTGC AAGTGTGTGC TCTCCTGACG CAGGTGAGGG 
CTACTCTCAC CGGGGCCGAC GTACTCGACG TTCACACACG AGAGGACTGC GTCCACTCCC 

Stopp 

33 01 GGACTCCCAG GGCGGCCGCT CTAGAGGAAT TCCGCCCCTC TCCCTCCCCC CCCCCTAACG 
CCTGAGGGTC CCGCCGGCGA GATCTCCTTA AGGCGGGGAG AGGGAGGGGG GGGGGATTGC 

Internal Ribosomal Entry 

3 3 61 TTACTGGCCG AAGCCGCTTG GAATAAGGCC GGTGTGCGTT TGTCTATATG TTATTTTCCA 
AATGACCGGC TTCGGCGAAC CTTATTCCGG CCACACGCAA ACAGATATAC AATAAAAGGT 
Site > 

3421 CCATATTGCC GTCTTTTGGC AATGTGAGGG CCCGGAAACC TGGCCCTGTC TTCTTGACGA 
GGTATAACGG CAGAAAACCG TTACACTCCC GGGCCTTTGG ACCGGGACAG AAGAACTGCT 

3481 GCATTCCTAG GGGTCTTTCC CCTCTCGCCA AAGGAATGCA AGGTCTGTTG AATGTCGTGA 
CGTAAGGATC CCCAGAAAGG GGAGAGCGGT TTCCTTACGT TCCAGACAAC TTACAGCACT 

3 541 AGGAAGCAGT TCCTCTGGAA GCTTCTTGAA GACAAACAAC GTCTGTAGCG ACCCTTTGCA 
TCCTTCGTCA AGGAGACCTT CGAAGAACTT CTGTTTGTTG CAGACATCGC TGGGAAACGT 

3 601 GGCAGCGGAA CCCCCCACCT GGCGACAGGT GCCTCTGCGG CCAAAAGCCA CGTGTATAAG 
CCGTCGCCTT GGGGGGTGGA CCGCTGTCCA CGGAGACGCC GGTTTTCGGT GCACATATTC 

3 661 ATACACCTGC AAAGGCGGCA CAACCCCAGT GCCACGTTGT GAGTTGGATA GTTGTGGAAA 
TATGTGGACG TTTCCGCCGT GTTGGGGTCA CGGTGCAACA CTCAACCTAT CAACACCTTT 

3721 GAGTCAAATG GCTCTCCTCA AGCGTATTCA ACAAGGGGCT GAAGGATGCC CAGAAGGTAC 
CTCAGTTTAC CGAGAGGAGT TCGCATAAGT TGTTCCCCGA CTTCCTACGG GTCTTCCATG 



4CJ8 06b, J3tf 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



Nummer: 
Int. CI .6; 

Offenlegungstag: 



DE 43 25 691 , u 
C12IM 15/62 

2.Februar1995 



Figur 3 

3 841 GGTTAAAAAA CGTCTAGGCC CCCCGAACCA CGGGGACGTG GTTTTCCTTT GAAAAACACG 
CCAATTTTTT GCAGATCCGG GGGGCTTGGT GCCCCTGCAC CAAAAGGAAA CTTTTTGTGC 

3 901 ATGATAAGCT TGCCACAACC ATGATTACGG ATTCACTGGC CGTCGTTTTA CAACGTCGTG 
TACTATTCGA ACGGTGTTGG TACTAATGCC TAAGTGACCG GCAGCAAAAT GTTGCAGCAC 

lacZ - Strukturgen > 

3961 ACTGGGAAAA CCCTGGCGTT ACCCAACTTA ATCGCCTTGC AGCACATCCC CCTTTCGCCA 
TGACCCTTTT GGGACCGCAA TGGGTTGAAT TAGCGGAACG TCGTGTAGGG GGAAAGCGGT 



4 021 GCTGGCGTAA TAGCGAAGAG GCCCGCACCG ATCGCCCTTC CCAACAGTTG CGCAGCCTGA 
CGACCGCATT ATCGCTTCTC CGGGCGTGGC TAGCGGGAAG GGTTGTCAAC GCGTCGGACT 



4081 ATGGCGAATG GCGCTTTGCC TGGTTTCCGG CACCAGAAGC GGTGCCGGAA AGCTGGCTGG 
TACCGCTTAC CGCGAAACGG ACCAAAGGCC GTGGTCTTCG CCACGGCCTT TCGACCGACC 



4141 AGTGCGATCT TCCTGAGGCC GATACTGTCG TCGTCCCCTC AAACTGG CAG ATGCACGGTT 
TCACGCTAGA AGGACTCCGG CTATGACACiC AGCAGGGGAu inGACCGTC TACGTGCCAA 



42 01 ACGATGCGCC catctacacc aacgtaacct atcccattac ggtcaatccg ccgtttgttc 
tgctacgcgg gtagatgtgg ttgcattgga tagggtaatg ccagttaggc ggcaaacaag 



42 61 CCACGGAGAA TCCGACGGGT TGTTACTCGC TCACATTTAA TGTTGATGAA AGCTGGCTAC 

GGTGCCTCTT AGGCTGCCCA ACAATGAGCG agtgtaaatt acaactactt tcgaccgatg 



43 21 aggaaggcca gacgcgaatt atttttgatg gcgttaactc ggcgtttcat ctgtggtgca 
tccttccggt ctgcgcttaa taaaaactac cgcaattgag ccgcaaagta gacaccacgt 



4381 acgggcgctg ggtcggttac ggccaggaca gtcgtttgcc gtctgaattt gacctgagcg 
tgcccgcgac ccagccaatg ccggtcctgt cagcaaacgg cagacttaaa ctggactcgc 



4441 CATTTTTACG CGCCGGAGAA AACCGCCTCG CGGTGATGGT GCTGCGTTGG AGTGACGGCA 
GTAAAAATGC GCGGCCTCTT TTGGCGGAGC GCCACTACCA CGACGCAACC TCACTGCCGT 



4 501 GTTATCTGGA AGATCAGGAT ATGTGGCGGA TGAGCGGCAT TTTCCGTGAC GTCTCGTTGC 
CAATAGACCT TCTAGTCCTA TACACCGCCT ACTCGCCGTA AAAGGCACTG CAGAGCAACG 



4 561 TGCATAAACC GACTACACAA ATCAGCGATT TCCATGTTGC CACTCGCTTT AATGATGATT 
ACGTATTTGG CTGATGTGTT TAGTCGCTAA AGGTACAACG GTGAGCGAAA TTACTACTAA 



4 621 TCAGCCGCGC TGTACTGGAG GCTGAAGTTC AGATGTGCGG CGAGTTGCGT GACTACCTAC 
AGTCGGCGCG ACATGACCTC CGACTTCAAG TCTACACGCC GCTCAACGCA CTGATGGATG 



4 681 GGGTAACAGT TTCTTTATGG CAGGGTGAAA CGCAGGTCGC CAGCGGCACC GCGCCTTTCG 
CCCATTGTCA AAGAAATACC GTCCCACTTT GCGTCCAGCG GTCGCCGTGG CGCGGAAAGC 



4tm ubb/j^y 



ZEiCHNUNGEN SE1TE 8 



* i mer: 
n Ci. 6 : 

Oltenlegungstag: 



DE 43 26 699 A1 
C 12 N 15/62 

2. Februar 199b 



Figur 3 

4801 TCGAAAACCC GAAACTGTGG AGCGCCGAAA TCCCGAATCT CTATCGTGCG GTGGTTGAAC 
AGCTTTTGGG CTTTGACACC TCGCGGCTTT AGGGCTTAGA GATAGC&CGC CACCAACTTG 

4861 TGCACACCGC CGACGGCACG CTGATTGAAG CAGAAGCCTG CGATGTCGGT TTCCGCGAGG 
ACGTGTGGCG GCTGCCGTGC GACTAACTTC GTCTTCGGAC GCTACAGCCA AAGGCGCTCC 

4921 TGCGGATTGA AAATGGTCTG CTGCTGCTGA ACGGCAAGCC GTTGCTGATT CGAGGCGTTA 
ACGCCTAACT TTTACCAGAC GACGACGACT TGCCGTTCGG CAACGACTAA GCTCCGCAAT 

4981 ACCGTCACGA GCATCATCCT CTGCATGGTC AGGTCATGGA TGAGCAGACG ATGGTGCAGG 
TGGCAGTGCT CGTAGTAGGA GACGTACCAG TCCAGTACCT ACTCGTCTGC TACCACGTCC 

5041 ATATCCTGCT GATGAAGCAG AACAACTTTA ACGCCGTGCG CTGTTCGCAT TATCCGAACC 
TATAGGACGA CTACTTCGTC TTGTTGAAAT TGCGGCACGC GACAAGCGTA ATAGGCTTGG 

, , « m ~„^,-,m,-.w~ rm-f.^^nr'vr- Tr-C^arrr:rT ACGGCCTGTA TGTGGTGGAT GAAGCCAATA 

- ,J - UX TAGC-CGACAC PATfiTGCGAC ACGCTGGCGA TGCCGGACAT ACACCACCTA CTTCGGTTAT 

5161 TTGAAACCCA CGGCATGGTG CCAATGAATC GTCTGACCGA TGATCCGCGC TGGCTACCGG 
AACTTTGGGT GCCGTACCAC GGTTACTTAG CAGACTGGCT ACTAGGCGCG ACCGATGGCC 

5221 CGATGAGCGA ACGCGTAACG CGAATGGTGC AGCGCGATCG TAATCACCCG AGTGTGATCA 
GCTACTCGCT TGCGCATTGC GCTTACCACG TCGCGCTAGC ATTAGTGGGC TCACACTAGT 

5281 TCTGGTCGCT GGGGAATGAA TCAGGCCACG GCGCTAATCA CGACGCGCTG TATCGCTGGA 
AGACCAGCGA CCCCTTACTT AGTCCGGTGC CGCGATTAGT GCTGCGCGAC ATAGCGACCT 

53 41 TCAAATCTGT CGATCCTTCC CGCCCGGTGC AGTATGAAGG CGGCGGAGCC GACACCACGG 

Igtttagaca GCTAGGAAGG gcgggccacg tcatacttcc GCCGCCTCGG CTGTGGTGCC 

54 01 CCACCGATAT TATTTGCCCG ATGTACGCGC GCGTGGATGA AGACCAGCCC TTCCCGGCTG 

GGTGGCTATA ATAAACGGGC tacatgcgcg cgcacctact tctggtcggg AAGGGCCGAC 

54 61 TGCCGAAATG GT C CAT CAAA AAATGGCTTT CGCTACCTGG AGAGACGCGC CCGCTGATCC 
ACGGCTTTAC CAGGTAGTTT TTTACCGAAA GCGATGGACC TCTCTGCGCG GG^GACTAGG 

K52 , TTTGCGAATA CGCCCACGCG ATGGGTAACA GTCTTGGCGG TTTCGCTAAA TACTGGCAGG 
AAACGCTTAT GCGGGTGCGC TACCCATTGT CAGAACCGCC AAAGCGATTT ATGACCG1CC 

5 581 CGTTTCGTCA GTATCCCCGT TTACAGGGCG GCTTCGTCTG GGACTGGGTG GATCAGTCGC 
GCAAAGCAGT CATAGGGGCA AATGTCCCGC CGAAGCAGAC CCTGACCCAC CTAGTCAGCG 

56 41 TGATTAAATA TGATGAAAAC GGCAACCCGT GGTCGGCTTA CGGCGGTGAT TTTGGCGATA 
ACTAATTTAT ACTACTTTTG CCGTTGGGCA CCAGCCGAAT GCCGCCACTA AAACCGCTAT 



408 0(35/339 



ZEICHNUNGEN SEITE i 



Nummer: 
int. CI. 6 : 

Otfenlegungstag: 



DE 43 25 699 A1 
C12IM 15/62 

2. Februar1995 



Figur 3 

57 61 CAGCGCTGAC GGAAGCAAAA CACCAGCAGC AGTTTTTCCA GTTCCGTTTA TCCGGGCAAA 
GTCGCGACTG CCTTCGTTTT GTGGTCGTCG TCAAAAAGGT CAAGGCAAAT AGGCCCGTTT 



58 21 CCATCGAAGT GACCAGCGAA TACCTGTTCC GTCATAGCGA TAACGAGCTC CTGCACTGGA 
GGTAGCTTCA CTGGTCGCTT ATGGACAAGG CAGTATCGCT ATTGCTCGAG GACGTGACCT 



5881 TGGTGGCGCT GGATGGTAAG CCGCTGGCAA GCGGTGAAGT GCCTCTGGAT GTCGCTCCAC 
ACCACCGCGA CCTACCATTC GGCGACCGTT CGCCACTTCA CGGAGACCTA CAGCGAGGTG 



59 41 AAGGTAAACA GTTGATTGAA CTGCCTGAAC TACCGCAGCC GGAGAGCGCC GGGCAACTCT 
TTCCATTTGT CAACTAACTT GACGGACTTG ATGGCGTCGG CCTCTCGCGG CCCGTTGAGA 



60 01 GGCTCACAGT ACGCGTAGTG CAACCGAACG CGACCGCATG GTCAGAAGCC GGGCAC ATCA 
CCGAGTGTCA TGCGCATCAC GTTGGCTTGC GCTGGCGTAC CAGTCTTCGG CCCGTGTAGT 



60 61 GCGCCTGGCA GCAGTGGCGT CTGGCGGAAA ACCTCAGTGT GACGCTCCCC GCCGCGTCCC 
CGCGGACCGT CGTCACCGCA GACCGCCTTT TGGAGTCACA CTGCGAGGGG CGGCGCAGCiCi 



6121 ACGCCATCCC GCATCTGACC ACCAGCGAAA TGGATTTTTG CATCGAGCTG GGTAATAAGC 
TGCGGTAGGG CGTAGACTGG TGGTCGCTTT ACCTAAAAAC GTAGCTCGAC CCATTATTCG 



6181 GTTGGCAATT TAACCGCCAG TCAGGCTTTC TTTCACAGAT GTGGATTGGC GATAAAAAAC 
CAACCGTTAA ATTGGCGGTC AGTCCGAAAG AAAGTGTCTA CACCTAACCG CTATTTTTTG 



62 41 AACTGCTGAC GCCGCTGCGC GATCAGTTCA CCCGTGCACC GCTGGATAAC GACATTGGCG 
TTGACGACTG CGGCGACGCG CTAGTCAAGT GGGCACGTGG CGACCTATTG CTGTAACCGC 



63 01 TAAGTGAAGC GACCCGC ATT GACCCTAACG CCTGGGTCGA ACGCTGGAAG GCGGCGGGCC 
ATTCACTTCG CTGGGCGTAA CTGGGATTGC GGACCCAGCT TGCGACCTTC CGCCGCCCGG 



63 61 ATTACCAGGC CGAAGCAGCG TTGTTGCAGT GCACGGCAGA TACACTTGCT GATGCGGTGC 
TAATGGTCCG GCTTCGTCGC AACAACGTCA CGTGCCGTCT ATGTGAACGA CTACGCCACG 



64 21 TGATTACGAC CGCTCACGCG TGGCAGCATC AGGGGAAAAC CTTATTTATC AGCCGGAAAA 
ACTAATGCTG GCGAGTGCGC ACCGTCGTAG TCCCCTTTTG GAATAAATAG TCGGCCTTTT 



6481 CCTACCGGAT TGATGGTAGT GGTCAAATGG CGATTACCGT TGATGTTGAA GTGGCGAGCG 
GGATGGCCTA ACT AC CATC A CCAGTTTACC GCTAATGGCA ACTACAACTT CACCGCTCGC 



6 541 ATACACCGCA TCCGGCGCGG ATTGGCCTGA ACTGCCAGCT GGCGCAGGTA GCAGAGCGGG 
TATGTGGCGT AGGCCGCGCC TAACCGGACT TGACGGTCGA CCGCGTCCAT CGTCTCGCCC 



6 601 TAAACTGGCT CGGATTAGGG CCGCAAGAAA ACTATCCCGA CCGCCTTACT GCCGCCTGTT 
ATTTGACCGA GCCTAATCCC GGCGTTCTTT TGATAGGGCT GGCGGAATGA CGGCGGACAA 
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G7 21 ACGGTCTGCG CTGCGGGACG CGCGAATTGA ATTATGGCCC ACACCAGTGG CGCGGCGACT 
tccSgacgc GACGCCCTGC GCGCTTAACT TAATACCGGG TGTGGTCACC GCGCCGCTGA 

— * -rr:Ar"rr.AT nr^A HAPrML^C CATCGCCATC 

6781 SSS^ GTAGTCGGCG ATGTCAGTTG TCGTTGACTA CCTTTGGTCG GTAGCGGTAG 

6841 TGCTGCACGC GGAAG AAGG C ACATGGCTGA ATATCGACGG ^TCCATATG g^TTGGTG 
ACGACGTGCG CCTTCTTCCG TGTACCGACT TATAGCTGCC AAAGGTATAC CCCTAACCAC 

6 9 01 GCGACGACTC CTGGAGCC CG TCAGTATCGG CGGAATTCCA GCTGAGCGCC GGTCGCTACC 
cgctcSgag GACCTCGGGC AGTCATAGCC GCCTTAAGGT CGACTCGCGG CCAGCGATGG 

6961 ATTACCAGTT GGTCTGGTGT CAAAAATAAT AATAA 
TAATGGTCAA CCAGACCACA GTTTTTATTA TTATT 

Stopp 
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